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喀斯特土壤固氮微生物群落与植被、土壤的关系

刘　 璐１，２，何寻阳１，杜 虎１，王克林１，∗

１ 中国科学院亚热带农业生态研究所亚热带农业生态过程重点实验室， 长沙　 ４１０１２５

２ 湖南省农业生物技术研究中心，长沙　 ４１０１２５

摘要：固氮微生物作为土壤中重要的功能微生物群之一，其与地上植物群落、土壤环境之间的关系尚不清楚。 本文在桂西北的

环江县、都安县和大化县选取喀斯特典型植被类型（草丛、灌丛、次生林）建立样方，通过植被调查、测定土壤理化性质和构建克

隆文库的方法，研究了土壤固氮微生物群落的结构与组成，分析了固氮微生物群落与植物群落、土壤理化性质之间的关系。 结

果表明：研究区典型植被类型土壤中的优势固氮微生物为慢生根瘤菌。 Ｍａｎｔｅｌ 相关性分析表明植物群落与固氮微生物群落显

著相关（ ｒ＝ ０．６１１６，Ｐ＝ ０．０１１）；结合 ＰＣｏＡ 分析和 Ｖｅｎｎ 图可看出，植物群落组成与结构越相似，土壤固氮微生物群落结构与组成

也越相似。 ＣＣＡ 分析前两轴的解释率之和仅为 ２２．７２％，其中总氮、有效态钾、有效态钙对固氮微生物群落的影响显著，这表明

本研究涵盖的土壤理化性质指标并不能完全解释固氮微生物群落的变异，需要补充更多的土壤数据进行更深入的研究。 由此

可见，在喀斯特生态恢复过程中，不仅要关注地上植被群落的恢复与重建，同时也应重视地下功能微生物群落的恢复与重建。
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Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ｓｏｉｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ⁃ｆｉｘｉｎｇ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ， ｐｌａｎｔ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ， ａｎｄ ｓｏｉｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｍｕｔｕａｌｌｙ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｅａｃｈ ｏｔｈｅｒ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｋａｒｓｔ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ， ｉｔ ｉｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｔｈａｔ ｂｏｔｈ ｔｈｅ
ａｂｏｖｅｇｒｏｕｎｄ ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｅｌｏｗｇｒｏｕｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ａｒｅ ｇｉｖｅｎ ｅｑｕａｌ ａｔｔｅｎｔｉｏｎ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｎｉｔｒｏｇｅｎ⁃ｆｉｘｉｎｇ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ； ｎｉｆＨ ｇｅｎｅ； ｒｅ－ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ； Ｋａｒｓｔ

固氮微生物是生态系统中一类重要的功能菌群，它在土壤氮素循环发挥着不可取代的作用，其群落结构

组成对土壤氮素固定及维持氮素循环平衡具有重要意义［１⁃２］。 固氮微生物中均含有编码铁蛋白的 ｎｉｆＨ 基因，
基于该基因的分子生物学分析为固氮微生物群落结构及多样性的探索提供了一个较传统培养更为灵敏和准

确的分析方法［３⁃４］。 大量研究表明，固氮微生物群落的结构与组成受土地利用方式、施肥制度、土壤理化性质

（如 ｐＨ、ＳＯＣ、ＴＮ）等因素的影响，如长期施加氮肥会使土壤固氮微生物的竞争力下降，进而改变其多样性、群
落结构与组成［５⁃７］。 越来越多的研究表明，地上植物群落与土壤微生物群落存在着不可分割的相互联系，地
上植物群落通过凋落物和根系分泌物影响土壤微生物的种类和丰度，而土壤微生物通过改变土壤环境、影响

养分矿化过程等方式影响地上植物群落的多样性、群落结构及生产力［８⁃１０］。 然而，目前对固氮微生物群落与

地上植物群落相互联系的研究相对较少，它们之间是否存在紧密的相关性尚不清楚。
西南喀斯特地区是我国生态环境最脆弱的地区之一，强烈的人为干扰（如火烧、放牧、樵采等）导致原有

植被大面积破坏，水土流失加剧，石漠化严重，生态恢复与重建迫在眉睫［１１⁃１２］。 前期研究表明，氮素是喀斯特

植被恢复的重要限制性因素之一，生物固氮作为自然生态系统氮素输入的主要来源，是解决退化生态系统氮

素限制的最好方式［１３⁃１５］。 长期以来，研究者多从地上植物的角度（自然封育和人工造林）提出喀斯特退化生

态系统的恢复措施，对喀斯特生态恢复过程中植被与土壤环境的耦合关系已有较深入的认识 ［１６⁃１７］。 目前，对
喀斯特生态系统的地下生物过程，尤其是对土壤功能微生物（如固氮微生物、丛枝真菌）的研究相对较少，缺
乏对植被恢复过程中固氮微生物群落的变化及与地上植物群落、土壤环境之间关系的认识。

本文以桂西北 ３ 个县（都安、大化、环江）为研究区域，选取喀斯特典型植被类型（草丛、灌丛、次生林），建
立动态监测样地，进行植被调查，采集土壤样品，运用 ＰＣＲ－克隆－测序技术，明确了喀斯特典型植被类型的固

氮微生物群落组成特征，探讨了固氮微生物群落与地上植物群落之间的相互关系，揭示了土壤环境对固氮微

生物群落的影响，以期能为喀斯特地区生物固氮潜力的开发及生态恢复与重建提供参考数据和科学指导。

１　 研究区域与研究方法

１．１　 研究区概况

研究区位于桂西北河池市（２３°４１′—２５°３７′ Ｎ， １０６°３４′—１０９°０９′ Ｅ），具有典型喀斯特地貌，土壤量少且

分布零散，岩石裸露率较高。 ２０１１ 年 ８ 月，选取研究区内的典型生态系统（草丛、灌丛、次生林），分别在环江
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县大才乡、都安县三只羊乡、大化县七百弄乡建立样方（每个地点同植被类型样方各 ３ 个重复），各样方的面

积为 ２０ ｍ × ３０ ｍ，坡位、坡向和地质背景基本一致。 研究区概况如下：
大才乡概况：位于环江毛南族自治县东南部，２４°４４′Ｎ，１０８°１９′Ｅ 附近。 该区属亚热带季风气候，年平均

气温 １６．５—２０．５℃，年平均降水量 １３８９．１ ｍｍ，降水分布不均，雨季 ４—９ 月降水占年总降水量的 ７０％。 该区为

典型的喀斯特峰丛洼地，土壤量少且分布零散。
三只羊乡概况：位于都安瑶族自治县北部，２４°２６′Ｎ，１０８°０２′Ｅ 附近。 该区属亚热带季风气候，多年平均

气温 １９．６℃，年平均降水量 １４９２．２ ｍｍ，年平均蒸发量 １６４４．９ ｍｍ，相对湿度 ７４％，＞１０℃年积温平均值 ７２８９．
５℃，年日照平均值 １３９５．５ ｈ。 逐月降水分布不均，雨季 ５—８ 月降水占年总降水量的 ６７．８％，春旱、秋旱较频

繁。 地貌类型以典型的高峰丛洼地为主，土壤量少且分布零散，境内原生植被极少，森林覆盖率不足 １０％。

图 １　 研究区域分布情况

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｕｄｙ ａｒｅａ

七百弄乡概况：地处大化瑶族自治县西北部，２４°０８′
Ｎ，１０７°４０′Ｅ 附近。 该乡属亚热带季风气候区，年均气温

１７．４—１９．６℃，年降雨量 １５００—１６００ ｍｍ，雨水多集中于夏

季。 该区属最典型的峰丛洼地岩溶类型，大面积岩石裸

露，石漠化严重，植被稀少，以灌木丛为主，森林覆盖率在

５％以下。 研究区域见图 １。
１．２　 野外调查与样品采集

植被调查：每块样方分成 ６ 个 １０ ｍ× １０ ｍ 的小样方调

查植被组成。 对于草丛样方，在每个小样方中选取 １ 个 ２
ｍ× ２ ｍ 的样方进行调查；对于灌丛样方，在每个小样方中

选取 １ 个 ４ ｍ× ４ ｍ 的样方进行调查；对于次生林样方，则
调查全部面积。 分 ３ 层调查植被多样性：对于乔木层，记
录物种名、胸径、数量；对于灌木层，记录物种名、基径、数
量；对于草本层，记录物种名、数量。 目测各物种的盖度和

高度。
土壤采集：在每个样方内，沿“Ｓ”型采集 ０—２０ ｃｍ 表层土壤 １５ 个点，混合成一个样品。 在灭菌牛皮纸上

除去大石块和动植物残体，并混合均匀后，用四分法分取 １００ ｇ 左右的土，用锡箔纸包好后放入灭菌布袋中，
立刻投入液氮罐中速冻，带回实验室经冷冻干燥、磨细分装后放入－７０℃冰箱保存，用于提取微生物 ＤＮＡ；剩
下的土壤风干，磨碎过筛后装入自封袋中，用于土壤理化性质的测定。
１．３　 样品测定与分析

１．３．１　 土壤固氮微生物分析

土壤样品中微生物 ＤＮＡ 提取方法参照 Ｐｏｒｔｅｏｕｓ 等的 ＳＤＳ⁃ＧＩＴＣ⁃ＰＥＧ 方法［１８］。 采 用 ＰｏｌＦ （ ５′⁃
ＴＧＣＧＡＹＣＣＳＡＡＲＧＣＢＧＡＣＴＣ⁃３′）和 ＰｏｌＲ（５′⁃ ＡＴＳＧＣＣＡＴＣＡＴＹＴＣＲＣＣＧＧＡ⁃ ３′）扩增土壤微生物总 ＤＮＡ 中的

ｎｉｆＨ 基因片段［３］。 每个样品重复扩增 ３ 次，将 ３ 次的扩增产物混合均匀以消除单次扩增的偏向性。 ２０ μＬ
ＰＣＲ 反应体系为：２ × ＥａｓｙＴａｑ ＰＣＲ Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ，引物各 １ μＬ（２．５ μｍｏｌ ／ Ｌ），ＤＮＡ 模板约 ４０ ｎｇ，补充 ｄｄＨ２

Ｏ 至 ２０ μＬ。 扩增条件为：９４℃ ３ ｍｉｎ；９４℃ ３０ ｓ，５５℃ ３０ ｓ，７２℃ ３０ ｓ，３５ 个循环；７２℃ ７ ｍｉｎ。
采用琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒（天根，中国）进行凝胶回收纯化。 将回收获得的 ｎｉｆＨ 基因片段连接到

ｐＭＤ１９⁃Ｔ 载体上（宝生物，大连），转化进入大肠杆菌 ＤＨ５α 高感受态细胞，将转化产物涂布到含有氨苄青霉

素 ／ ＩＰＴＧ ／ Ｘ⁃Ｇａｌ 的 ＬＢ 培养基上，３７℃培养 １６—２４ ｈ，每个样品挑取 ２００ 个白色克隆子，采用菌落 ＰＣＲ 的方

法，用引物 ＰｏｌＦ ／ ＰｏｌＲ 扩增外源插入片段，１％琼脂糖凝胶电泳检测筛选阳性克隆，构建基因克隆文库。
１．３．２　 土壤理化性质测定

土壤 ｐＨ 的测定采用电位法（水土比 ２．５∶ １）；土壤全碳、全氮的测定采用碳氮元素分析仪（Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ，

３　 １２ 期 　 　 　 刘璐　 等：喀斯特土壤固氮微生物群落与植被、土壤的关系 　
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Ｇｅｒｍａｎｙ）；土壤有效态 Ｐ、Ｋ、Ｆｅ、Ｃａ、Ｍｇ 采用 Ｏｒｒ 等的 Ｍｅｈｌｉｃｈ ３ 法浸提，浸提液过滤后直接上机（ ＩＣＰ⁃ＭＳ，
ＧＢＣ）测定［５］。
１．４　 数据处理

（１）重要值计算

草本层重要值：ＩＶ＝（相对多度＋相对频度＋相对盖度） ／ ３
灌木层重要值：ＩＶ＝（相对多度＋相对频度＋相对显著度） ／ ３
乔木层重要值：ＩＶ＝（相对多度＋相对频度＋相对显著度） ／ ３

相对显著度＝（样方中该种个体胸面积和 ／样方中全部个体胸面积总和）×１００％。
相对多度＝（样方中该种的个体数 ／所有种的总个数）×１００％。
相对频度＝（样方中该种的频度 ／所有种的频度总和）×１００％。

相对盖度＝（样方中该种的分盖度 ／样方中全部个体盖度之和）×１００％。
（２）克隆文库序列分析

测得的序列首先去除载体和嵌合体序列，将最后所得序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中已知种类的序列进行比

对，以确定各序列的种属信息。 按 ９３％序列相似性划分 ＯＴＵ，用 Ｍｏｔｈｕｒ 软件（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｍｏｔｈｕｒ．ｏｒｇ ／ ）生成

ＯＴＵｓ 的分类，进行聚类分析和绘制 Ｖｅｎｎ 图。 采用覆盖度（Ｃ）来表征克隆文库的代表性，计算公式为 Ｃ ＝ １－
ｎ ／ Ｎ，ｎ 为克隆文库中仅出现过一次的 ＯＴＵｓ 数，Ｎ 为克隆文库总克隆子数目。

描述性统计和方差分析在 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 和 ＳＰＳＳ １８．０ 软件中进行。 采用 Ｃａｎｏｃｏ ５ 软件中的主坐标分析法

（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ）来分析植物群落结构与组成的差异；采用 ＣＣＡ 分析土壤理化因子对固氮微生

物群落的影响。

２　 结果与分析

图 ２　 植物群落结构与组成的 ＰＣｏＡ 分析

　 Ｆｉｇ．２　 ＰｃｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　

形状代表植被类型。 圆形：草丛；菱形：灌丛；正方形：次生林；颜

色代表区域。 橙色：环江地区；绿色：都安地区；紫色：大化地区

２．１　 典型植被类型的植物群落组成及差异

各样方的植物群落优势种名录见表 １。 环江地区，
草本 层 以 五 节 芒 （ Ｍｉｓｃａｎｔｈｕｓ ｆｌｏｒｉｄｕｌｕｓ ）、 翠 云 草

（Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａ ｕｎｃｉｎａｔａ ） 等 为 优 势 种； 灌 木 层 以 檵 木

（Ｌｏｒｏｐｅｔａｌｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅ）、豹皮樟（Ｌｉｔｓｅａ ｃｏｒｅａｎａ）、四籽海

桐（Ｐｉｔｔｏｓｐｏｒｕｍ ｔｏｎｋｉｎｅｎｓｅ）等为优势种；乔木层以青冈栎

（Ｃｙｃｌｏｂａｌａｎｏｐｓｉｓ ｇｌａｕｃａ）、檵木等为优势种。 都安地区，
草本 层 以 类 芦 （ Ｎｅｙｒａｕｄｉａ ｒｅｙｎａｕｄｉａｎａ ）、 石 山 棕

（Ｇｕｉｈａｉａ ａｒｇｙｒａｔａ）等为优势种；灌木层以红背山麻杆

（Ａｌｃｈｏｒｎｅａ ｔｒｅｗｉｏｉｄｅｓ）、灰毛浆果楝（Ｃｉｐａｄｅｓｓａ ｂａｃｃｉｆｅｒａ）
等为优势种；乔木层以琼楠（Ｂｅｉｌｓｃｈｍｉｅｄｉａ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ）、
假玉桂（Ｃｅｌｔｉｓ ｔｉｍｏｒｅｎｓｉｓ）等为优势种。 大化地区，草本

层以五节芒、肾蕨（Ｎｅｐｈｒｏｌｅｐｉｓ ｃｏｒｄｉｆｏｌｉａ）等为优势种；灌
木层以广西密花树（Ｍｙｒｓｉｎｅ ｋｗａｎｇｓｉｅｎｓｉｓ）、红背山麻杆

等为优势种，乔木层以化香（Ｐｌａｔｙｃａｒｙａ ｓｔｒｏｂｉｌａｃｅａ）为优

势种。 不同植被类型的植物群落组成存在较明显的差

异（图 ２）。 其中，都安、大化地区同类型植被的群落结

构较为相似，聚集在一起，而环江地区植被与都安、大化

地区植被存在明显的差异。
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表 １　 各样方的优势群落组成

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｐｌｏｔ

地点
Ｓｉｔｅ

植被类型
Ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ ｔｙｐｅ

层次
Ｌａｙｅｒ

优势种
Ｄｏｍｉｎａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

环江 草丛 ＧＬ 草本层 Ｈ 五节芒（３１．４３％，ＧＬ１；２５％，ＧＬ２；２２％，ＧＬ３）

灌丛 ＳＬ 灌木层 Ｓ 四籽海桐（１４．７５％， ＳＬ１），檵木（２２．１７％， ＳＬ２； １４．０９％， ＳＬ３）

草本层 Ｈ 翠云草（２０．７８％， ＳＬ１），扭肚藤（１２．９７％， ＳＬ２），五节芒（１９．２１％， ＳＬ３）

次生林 ＳＦ 乔木层 Ａ 豹皮樟（４０．８１％， ＳＦ１），青冈栎（２２．０９％， ＳＦ２），檵木（６８．４７％， ＳＦ３）

灌木层 Ｓ 天仙果（６．４９％， ＳＦ１），粗丝木（１２．７７％， ＳＦ２），檵木（４８．９１％， ＳＦ３）

草本层 Ｈ 驳骨九节（８．８９％， ＳＦ１），翠云草（８．３９％， ＳＦ１），紫叶秋海棠（６．０１％， ＳＦ２），扭肚藤
（１７．４３％， ＳＦ３），檵木（１７．３４％， ＳＦ３）

都安 草丛 ＧＬ 草本层 Ｈ 类芦（ＧＬ１：２８％；ＧＬ２：４１％；ＧＬ３：５０％）

灌丛 ＳＬ 灌木层 Ｓ 红背山麻杆（ＳＬ１：２７％；ＳＬ２：２７％；ＳＬ３：２８％），灰毛浆果楝（ＳＬ１：２４％）

草本层 Ｈ 粗毛悬钩子（ＳＬ１：１３％），毛蕨（ＳＬ２：１４％），乌蔹莓 （ＳＬ３：３１％）

次生林 ＳＦ 乔木层 Ａ 琼楠（ＳＦ１：１３％），青冈栎（ＳＦ２：２３％），假玉桂（ＳＦ２：２３％）

灌木层 Ｓ 红背山麻杆（ＳＦ１：７％），子凌蒲桃（ＳＦ１：６％；ＳＦ２：１０％），绸缎藤（ＳＦ３：７％）

草本层 Ｈ 石山棕（ＳＦ１：１９％），箬竹 （ＳＦ２：１６％），肾蕨（ＳＦ３：９％）

大化 草丛 ＧＬ 草本层 Ｈ 刚莠竹（ＧＬ３：１９％；ＧＬ２：１３％），五节芒（ＧＬ１：１５％；ＧＬ２：１３％；），兰香草（ＧＬ１：１８％）

灌丛 ＳＬ 灌木层 Ｓ 一叶萩（ＳＬ１：１５％；ＳＬ２：２２％），广西密花树（ＳＬ３：１５％）

草本层 Ｈ 棕竹（ＳＬ１：２２％），肾蕨（ＳＬ２：１４％）；五节芒（ＳＬ３：１１％）

次生林 ＳＦ 乔木层 Ａ 化香（ＳＦ１：３０％；ＳＦ２：１１％），阴香（ＳＦ３：１５％）

灌木层 Ｓ 广西密花树（ＳＦ１：１６％；ＳＦ３：２０％），红背山麻杆（ＳＦ２：７％）

草本层 Ｈ 肾蕨（ＳＦ１：１３％；ＳＦ２：１５％；ＳＦ３：２９％）

　 　 括号中为该物种在各样方中的重要值． ＧＬ： ｇｒａｓｓｌａｎｄ； ＳＬ： ｓｃｒｕｂｌａｎｄ； ＳＦ： ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｆｏｒｅｓｔ． Ｈ： ｈｅｒｂａｃｅｏｕｓ； Ｓ： ｓｈｒｕｂ； Ａ： ａｒｂｏｒｏｕｓ；扭肚藤

（Ｊａｓｍｉｎｕｍ ｅｌｏｎｇａｔｕｍ），天仙果（Ｆｉｃｕｓ ｅｒｅｃｔａ），粗丝木（Ｇｏｍｐｈａｎｄｒａ ｔｅｔｒａｎｄｒａ），紫叶秋海棠（Ｂｅｇｏｎｉａ ｐｕｒｐｕｒｅｏｆｏｌｉａ），粗毛悬钩子（Ｒｕｂｕｓ ａｌｃｅｉｆｏｌｉｕｓ），

毛蕨（ Ｃｙｃｌｏｓｏｒｕｓ ｉｎｔｅｒｒｕｐｔｕｓ），乌敛莓 （ Ｃａｙｒａｔｉａ ｊａｐｏｎｉｃａ），子凌蒲桃 （ Ｓｙｚｙｇｉｕｍ ｃｈａｍｐｉｏｎｉｉ），绸缎藤 （ Ｂａｕｈｉｎｉａ ｈｙｐｏｃｈｒｙｓａ），箬竹 （ Ｉｎｄｏｃａｌａｍｕｓ

ｔｅｓｓｅｌｌａｔｕｓ），刚莠竹（Ｍｉｃｒｏｓｔｅｇｉｕｍ ｃｉｌｉａｔｕｍ），兰香草（Ｃａｒｙｏｐｔｅｒｉｓ ｉｎｃａｎａ），一叶萩（Ｆｌｕｅｇｇｅａ ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ），棕竹（Ｒｈａｐｉｓ ｅｘｃｅｌｓａ），阴香（Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ

ｂｕｒｍａｎｎｉｉ）

２．２　 典型植被类型土壤的基本理化性质

研究区域土壤接近于中性土，ｐＨ 介于 ６．４—７．８ 之间。 随着植被从草丛向次生林的演变，土壤养分状况也

随之发生了明显的改变，其中土壤总 Ｎ 明显增加（表 ２）。 方差分析结果表明，土壤总 Ｃ、总 Ｎ、有效态 Ｆｅ、Ｍｇ、
Ｃａ 均受植被类型和地理区域的共同影响，且植被与地理区域存在交互效应（表 ３）。 其中，土壤有效态 Ｋ 主要

受植被类型的影响（Ｆ＝ ７．７１，Ｐ＝ ０．００４），地理区域对其无显著影响（Ｆ ＝ ０．０５，Ｐ ＝ ０．９５）；而土壤 ｐＨ、有效态 Ｐ
主要受地理区域的影响（Ｆ＝ ４．０８，Ｐ ＝ ０．０３５；Ｆ ＝ ４．５１，Ｐ ＝ ０．０２６），但植被类型对其无显著影响（Ｆ ＝ ２．２９，Ｐ ＝
０．１３；Ｆ＝ ０．８７，Ｐ＝ ０．４３５）。

表 ２　 各样方的土壤理化性质

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｐｌｏｔ

地点
Ｓｉｔｅ

类型
Ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ ｔｙｐｅ ｐＨ 总碳

Ｔｏｔａｌ ｃａｒｂｏｎ
总氮

Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ
有效态磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ

有效态钾
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ

有效态铁
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｆｅ

有效态钙
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｃａ

有效态镁
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｍｇ

都安 草丛 ＧＬ ６．８７ ３３．１４ ２．６２ ２．１２ ６８．６１ ５６．１３ ３．８８ ０．０８
灌丛 ＳＬ ７．１０ ８６．７１ ６．５１ ６．１５ ９２．１７ ４６．２５ ６．９９ ０．２６

次生林 ＳＦ ７．２６ ７４．９６ ５．５４ ３．７６ ８０．７４ ５０．６４ ７．５２ ０．３４
大化 草丛 ＧＬ ６．４３ ４６．１９ ２．７１ ８．３１ ３１．２７ １１９．１１ ３．０１ ０．１１

灌丛 ＳＬ ７．４２ １２１．６９ ７．７５ ７．４５ １２４．７３ ３９．１３ ９．４７ ０．４０
次生林 ＳＦ ７．２６ １００．３０ ６．６５ ７．６１ ８０．１６ ５０．１１ ９．１６ ０．２３

环江 草丛 ＧＬ ７．７７ １０８．９８ ４．０８ ７．３９ ８７．００ ４７．４３ ５．１３ ２．００
灌丛 ＳＬ ７．６８ ９０．４３ ４．２０ ７．２６ １０２．７８ ５３．７４ ４．８９ ２．１７

次生林 ＳＦ ７．０２ ５８．５３ ４．２５ ４．５０ ５７．６７ ５７．５２ ４．０９ ０．９２

５　 １２ 期 　 　 　 刘璐　 等：喀斯特土壤固氮微生物群落与植被、土壤的关系 　
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表 ３　 植被类型和地点对土壤理化性质的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｗｏ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ ｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｔｅｓ ａｎｄ ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ ｔｙｐｅ ｏｎ ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

主效应
Ｍａｉｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｐＨ 总碳

Ｔｏｔａｌｃａｒｂｏｎ
总氮

Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ
有效态磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ

有效态钾
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ

有效态铁
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｆｅ

有效态钙
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｃａ

有效态镁
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｍｇ

地点 Ｓｉｔｅ 均方 ０．５７ １５７９．３２ ５．２５ ３２．８９ ３１．９０ ９２６．５８ １４．２６ ６．３９

Ｆ ４．０８ ６．５８ ７．５１ ４．５１ ０．０５ ４．４２ ７．９８ ２２７．４５

Ｐ ０．０３５ ０．００７ ０．００４ ０．０２６ ０．９５０ ０．０２８ ０．００３ ０．０００

植被类型 均方 ０．３２ ３０８５．７７ ２２．５５ ６．３５ ４８０９．５１ １９１５．６３ ２７．３３ ０．４５

Ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ ｔｙｐｅ Ｆ ２．２９ １２．８６ ３２．２３ ０．８７ ７．７１ ９．１３ １５．３０ １６．０２

Ｐ ０．１３０ ０．０００ ０．０００ ０．４３５ ０．００４ ０．００２ ０．０００ ０．０００

地点×植被类型 均方 ０．５７ ２８９４．９３ ５．４１ ７．２９ １８６６．８５ １９３７．５６ １２．５０ ０．５２

Ｓｉｔｅ×ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ ｔｙｐｅ Ｆ ４．０４ １２．０６ ７．７４ １．００ ２．９９ ９．２３ ７．００ １８．３８

Ｐ ０．０１６ ０．０００ ０．００１ ０．４３３ ０．０４７ ０．０００ ０．００１ ０．０００

２．３　 典型植被类型的固氮微生物群落差异

由于各克隆文库的克隆子数目相差较大，因此从每个克隆文库中随机挑取 ７０ 个克隆子（３ 个重复），保证

三个区域克隆文库的克隆子数量基本相同（约 ２００ 个）。 每个克隆文库的覆盖度均超过 ６０％，表明克隆文库

能够基本代表该区域的土壤固氮微生物群落的多样性。 在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中对序列进行比对，发现土壤中

的优势固氮微生物为慢生根瘤菌。
按照 ９３％序列相似性划分 ＯＴＵ，根据 Ｂｒａｙ－ｃｕｒｔｉｓ 指数计算距离，得到相似性矩阵，进行群落结构差异分

析。 由 Ｖｅｎｎ 图可见（图 ３），３ 个地区共有的 ＯＴＵｓ 数目仅为 ９ 个，其中都安、大化地区共有的 ＯＴＵｓ 数目为

３９，而都安和环江、大化和环江之间共有的 ＯＴＵｓ 数目分别为 １９、２１ 个，表明都安、大化地区的土壤固氮微生

物群落组成更相似，由此可见，植物群落结构更相似，土壤固氮微生物群落也更相似。 Ｍａｎｔｅｌ 相关性分析进一

步表明植物群落与固氮微生物群落显著相关（ ｒ＝ ０．６１１６，Ｐ ＝ ０．０１１）。 同样地，不同植被类型下土壤固氮微生

物群落也发生了明显的变化，其中草丛与灌丛、灌丛与次生林、草丛与次生林共有的 ＯＴＵｓ 数目分别为 ３０、３１、
１９ 个，这表明：随着植被的正向演替，土壤固氮微生物群落的改变有个渐变的过程。

图 ３　 固氮微生物的群落差异分析

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ⁃ｆｉｘｉｎｇ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

ＤＡ：都安县；ＤＨ：大化县；ＨＪ：环江县；ＧＬ：草丛；ＳＬ：灌丛；ＳＦ：次生林

由图 ４ 可见，ＣＣＡ 分析前两轴的解释率之和仅为 ２２．７２％，这表明本研究涵盖的土壤理化性质指标并不能

很好的解释固氮微生物群落的变异。 但总氮、有效态钾、有效态钙对固氮微生物群落影响显著（Ｐ＜０．０５）。 总

体来说，土壤固氮微生物群落受植物群落与土壤条件的共同影响。

６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　
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图 ４　 固氮微生物群落与土壤理化性质的 ＣＣＡ 分析

Ｆｉｇ．４　 ＣＣＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

带箭头的实线表示土壤理化因子（解释变量），三角形代表固氮微生

物群落

３　 讨论

本文采用克隆文库的方法，研究了区域尺度上不同

植被类型下土壤固氮微生物群落差异。 ｎｉｆＨ 基因是研

究固氮微生物的 ｍａｒｋｅｒ 基因，它的系统发育分析与 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 基因高度一致，因此常用于进行固氮微生物多样

性的研究［１９⁃２２］。 对于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因，一般将序列相似

性＞９７％归为一个 ＯＴＵ（种），而对于功能基因如何划分

种无统一标准。 已有的研究表明，１６Ｓ ｒＤＮＡ 基因的序

列相似性 ＞ ９７％，其 ｎｉｆＨ 基因序列相似性可能低于

９５％，甚至低至 ８５％，利用 ｎｉｆＨ 基因序列只能估算物种

多样性，并不能真实反映样品中固氮微生物的遗传多样

性［４］。 不同的研究者往往采用不同的序列相似性

（９３％—９７％）来划分 ＯＴＵ，本文参照 Ｈｓｕ 等人的研究，
按 ９３％ 的序列相似性来划分 ＯＴＵ 并进行后续的

分析［２１］。
以往的研究，多关注固氮微生物群落对施肥制度、

土地利用方式和植被变化的响应，对群落尺度上固氮微

生物群落与植物群落相关性的研究较少［２３⁃２４］。 Ｔａｉ 等［１９］ 研究表明小叶金露梅灌木群落和黑褐苔草牧草地的

固氮微生物群落存在显著差异，由此可见固氮微生物群落与地上植物群落密切相关。 本研究从群落尺度水平

上，采用 Ｖｅｎｎ 图和 Ｍａｎｔｅｌ 相关性分析研究了固氮微生物群落与地上植物群落的关系。 结果表明，两者之间

显著相关，植物群落结构越相似，固氮微生物群落也越相似。 研究区域内的顶级植被群落属于中亚热带石灰

岩区常绿落叶阔叶混交林，草丛、灌丛和次生林都是由于干扰程度不同退化而成［１２］。 都安、大化地区属于深

峰丛洼地，峰顶海拔多为 ８００—１０００ ｍ，洼地、谷地海拔为 ６００—８００ ｍ，地貌较为相似，因此其植被群落组成与

结构也较接近。 环江地区属低中山峰丛洼地，海拔介于 ４４２—６３７ ｍ 之间，其植被群落组成与结构与都安、大
化地区有明显差异。 地上植物群落结构与组成的变化导致凋落物的质量和根系分泌物存在差异，间接影响固

氮微生物种间的竞争力，从而使整个固氮微生物群落结构与组成发生改变［２５］。
土壤理化性质是影响固氮微生物群落的另一重要因素。 已有的研究表明，ｐＨ、全氮、全碳、全钾、碳氮比

和有效态磷都会显著影响固氮微生物群落的多样性与结构［６， １９， ２６］。 本研究中，总氮、有效态钾、有效态钙显

著影响固氮微生物群落，这与之前的研究结论一致。 固氮微生物在氮素缺乏的土壤中更具竞争优势，土壤氮

素含量的变化会影响固氮微生物与其它土壤微生物的竞争关系，从而影响固氮微生物的群落组成［２７］；而土壤

有效态钙可能通过影响固氮酶活性来影响固氮微生物群落。 综上所述，地上植物群落、土壤环境、固氮微生物

群落三者之间相互影响，存在协同演变机制。 今后研究中，有必要从物种的水平上，具体分析固氮微生物与植

物、土壤因子之间的耦合机制。

参考文献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）：

［ １ ］　 Ｄｉｘｏｎ Ｒ， Ｋａｈｎ Ｄ． Ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ． Ｎａｔｕｒｅ Ｒｅｖｉｅｗｓ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２００４， ２（８）： ６２１⁃６３１．

［ ２ ］ 　 杨成德， 龙瑞军， 陈秀蓉， 薛莉． 土壤微生物功能群及其研究进展． 土壤通报， ２００８， ３９（２）： ４２１⁃４２５．

［ ３ ］ 　 Ｐｏｌｙ Ｆ， Ｒａｎｊａｒｄ Ｌ， Ｎａｚａｒｅｔ Ｓ， Ｇｏｕｒｂｉèｒｅ Ｆ， Ｍｏｎｒｏｚｉｅｒ Ｌ Ｊ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｎｉｆＨ ｇｅｎｅ ｐｏｏｌｓ ｉｎ ｓｏｉｌｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒａｓｔｉｎｇ

ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ． Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２００１， ６７（５）： ２２５５⁃２２６２．

［ ４ ］ 　 Ｇａｂｙ Ｊ Ｃ， Ｂｕｃｋｌｅｙ Ｄ Ｈ． Ａ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ａｌｉｇｎｅｄ ｎｉｆＨ ｇｅｎｅ ｄａｔａｂａｓｅ： ａ ｍｕｌｔｉｐｕｒｐｏｓｅ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ⁃ｆｉｘｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ． Ｄａｔａｂａｓｅ， ２０１４，

ｄｏｉ： １０．１０９３ ／ ｄａｔａｂａｓｅ ／ ｂａｕ００１．

７　 １２ 期 　 　 　 刘璐　 等：喀斯特土壤固氮微生物群落与植被、土壤的关系 　

Administrator
标注
改为communities

Administrator
椭圆形



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

［ ５ ］　 Ｏｒｒ Ｃ Ｈ， Ｊａｍｅｓ Ａ， Ｌｅｉｆｅｒｔ Ｃ， Ｃｏｏｐｅｒ Ｊ Ｍ， Ｃｕｍｍｉｎｇｓ Ｓ Ｐ． Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｆｒｅｅ⁃ｌｉｖｉｎｇ ｎｉｔｒｏｇｅｎ⁃ｆｉｘｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｏｒｇａｎｉｃ

ａｎｄ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｌｙ ｍａｎａｇｅｄ ｓｏｉｌｓ． Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１１， ７７（３）： ９１１⁃９１９．

［ ６ ］ 　 Ｍｉｒｚａ Ｂ Ｓ， Ｐｏｔｉｓａｐ Ｃ， Ｎüｓｓｌｅｉｎ Ｋ， Ｂｏｈａｎｎａｎ Ｂ Ｊ Ｍ， Ｒｏｄｒｉｇｕｅｓ Ｊ Ｌ Ｍ． Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｆｒｅｅ⁃ｌｉｖｉｎｇ ｎｉｔｒｏｇｅｎ⁃ｆｉｘｉｎｇ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｔｏ ｌａｎｄ ｕｓｅ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ

ｔｈｅ Ａｍａｚｏｎ ｒａｉｎｆｏｒｅｓｔ． Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１４， ８０（１）： ２８１⁃２８８．

［ ７ ］ 　 Ｗａｎｇ Ｊ Ｃ， Ｚｈａｎｇ Ｄ， Ｚｈａｎｇ Ｌ， Ｌｉ Ｊ， Ｒａｚａ Ｗ， Ｈｕａｎｇ Ｑ Ｗ， Ｓｈｅｎ Ｑ Ｒ． Ｔｅｍｐｏｒａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｉｃ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ

ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｄ ｓｕｂｓｏｉｌ ｕｎｄｅｒ ｆｏｕｒ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｇｉｍｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ａ ｗｈｅａｔ ｇｒｏｗｉｎｇ ｓｅａｓｏｎ． Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ， Ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ ＆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ， ２０１６， ２１６： １１６⁃１２４．

［ ８ ］ 　 Ｗａｒｄｌｅ Ｄ Ａ， Ｂａｒｄｇｅｔｔ Ｒ Ｄ， Ｋｌｉｒｏｎｏｍｏｓ Ｊ Ｎ， Ｓｅｔäｌä Ｈ， Ｖａｎ Ｄｅｒ Ｐｕｔｔｅｎ Ｗ Ｈ， Ｗａｌｌ Ｄ Ｈ． Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｌｉｎｋａｇｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｂｏｖｅｇｒｏｕｎｄ ａｎｄ

ｂｅｌｏｗｇｒｏｕｎｄ ｂｉｏｔａ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００４， ３０４（５６７７）： １６２９⁃１６３３．

［ ９ ］ 　 Ｖａｎ Ｄｅｒ Ｈｅｉｊｄｅｎ Ｍ Ｇ Ａ， Ｂａｒｄｇｅｔｔ Ｒ Ｄ， Ｖａｎ Ｓｔｒａａｌｅｎ Ｎ Ｍ． Ｔｈｅ ｕｎｓｅｅｎ ｍａｊｏｒｉｔｙ： ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｅｓ ａｓ ｄｒｉｖｅｒｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ

ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ． Ｅｃｏｌｏｇｙ Ｌｅｔｔｅｒｓ， ２００８， １１（３）： ２９６⁃３１０．

［１０］ 　 Ｂｅｖｅｒ Ｊ Ｄ， Ｂｒｏａｄｈｕｒｓｔ Ｌ Ｍ， Ｔｈｒａｌｌ Ｐ Ｈ． Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｐｒｅｄｉｃｔｓ ｐｌａｎｔ ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｐｌａｎｔ⁃ｓｏｉｌ ｆｅｅｄｂａｃｋｓ． Ｅｃｏｌｏｇｙ

Ｌｅｔｔｅｒｓ， ２０１３， １６（２）： １６７⁃１７４．

［１１］ 　 彭晚霞， 王克林， 宋同清， 曾馥平， 王久荣． 喀斯特脆弱生态系统复合退化控制与重建模式． 生态学报， ２００８， ２８（２）： ８１１⁃８２０．

［１２］ 　 杜虎， 彭晚霞， 宋同清， 王克林， 曾馥平， 鹿士杨， 时伟伟， 唐成， 谭秋锦． 桂北喀斯特峰丛洼地植物群落特征及其与土壤的耦合关系．

植物生态学报， ２０１３， ３７（３）： １９７⁃２０８．

［１３］ 　 周炼川， 陈效民， 李孝良， 杨新强， 黄代民． 西南喀斯特地区典型石漠化阶段土壤氮素变异研究． 农业环境科学学报， ２００９， ２８（８）：

１７５３⁃１７５７．

［１４］ 　 Ｊｏｈｎｓｏｎ Ｄ Ｗ， Ｔｕｒｎｅｒ Ｊ． Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｂｕｄｇｅｔｓ ｏｆ ｆｏｒｅｓｔ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ： Ａ ｒｅｖｉｅｗ． Ｆｏｒｅｓｔ Ｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ， ２０１４， ３１８： ３７０⁃３７９．

［１５］ 　 Ｖｉｔｏｕｓｅｋ Ｐ Ｍ， Ｍｅｎｇｅ Ｄ Ｎ Ｌ， Ｒｅｅｄ Ｓ Ｃ， Ｃｌｅｖｅｌａｎｄ Ｃ Ｃ． Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ： ｒａｔｅｓ， ｐａｔｔｅｒｎｓ ａｎｄ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｉｎ ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ

ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ． Ｐｈｉｌｏｓｏｐｈｉｃａｌ Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｒｏｙａｌ Ｓｏｃｉｅｔｙ Ｂ： Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， ２０１３， ３６８（１６２１）： ２０１３０１１９．

［１６］ 　 刘成刚， 薛建辉． 喀斯特石漠化山地不同类型人工林土壤的基本性质和综合评价． 植物生态学报， ２０１１， ３５（１０）： １０５０⁃１０６０．

［１７］ 　 Ｌｕ Ｘ Ｑ， Ｔｏｄａ Ｈ， Ｄｉｎｇ Ｆ Ｊ， Ｆａｎｇ Ｓ Ｚ， Ｙａｎｇ Ｗ Ｘ， Ｘｕ Ｈ Ｇ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ ｔｙｐｅｓ ｏｎ ｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌｓ ｏｆ ｋａｒｓｔ

ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ． Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｏｉｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１４， ６１： ４９⁃５７．

［１８］ 　 Ｐｏｒｔｅｏｕｓ Ｌ Ａ， Ａｒｍｓｔｒｏｎｇ Ｊ Ｌ， Ｓｅｉｄｌｅｒ Ｒ Ｊ， Ｗａｔｒｕｄ Ｌ Ｓ． Ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｅｘｔｒａｃｔ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｏｒ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ

ｒｅａｃｔｉｏｎ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ＤＮＡ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， １９９４， ２９（５）： ３０１⁃３０７．

［１９］ 　 Ｔａｉ Ｘ Ｓ， Ｍａｏ Ｗ Ｌ， Ｌｉｕ Ｇ Ｘ， Ｃｈｅｎ Ｔ， Ｚｈａｎｇ Ｗ， Ｗｕ Ｘ Ｋ， Ｌｏｎｇ Ｈ Ｚ， Ｚｈａｎｇ Ｂ Ｇ， Ｚｈａｎｇ Ｙ． Ｈｉｇｈ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ⁃ｆｉｘｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ

ｕｐｐｅｒ ｒｅａｃｈｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｈｅｉｈｅ Ｒｉｖｅｒ， ｎｏｒｔｈｗｅｓｔｅｒｎ Ｃｈｉｎａ． Ｂｉｏｇｅｏｓｃｉｅｎｃｅｓ， ２０１３， １０（８）： ５５８９⁃５６００．

［２０］ 　 董志新， 孙波， 殷士学， 隋跃宇． 气候条件和作物对黑土和潮土固氮微生物群落多样性的影响． 土壤学报， ２０１２， ４９（１）： １３０⁃１３８．

［２１］ 　 Ｈｓｕ Ｓ Ｆ， Ｂｕｃｋｌｅｙ Ｄ Ｈ． Ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｓｏｉｌ． Ｔｈｅ ＩＳＭＥ Ｊｏｕｒｎａｌ， ２００９， ３（ １）：

１２４⁃１３６．

［２２］ 　 Ｉｚｑｕｉｅｒｄｏ Ｊ Ａ， Ｎüｓｓｌｅｉｎ Ｋ． Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ ｎｉｆＨ ｇｅｎｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｃｒｏｓｓ ｐｈｙｓｉｃａｌ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ． Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｅｃｏｌｏｇｙ， ２００６， ５１（４）：

４４１⁃４５２．

［２３］ 　 Ｐａｔｒａ Ａ Ｋ， Ａｂｂａｄｉｅ Ｌ， Ｃｌａｙｓ⁃Ｊｏｓｓｅｒａｎｄ Ａ， Ｄｅｇｒａｎｇｅ Ｖ， Ｇｒａｙｓｔｏｎ Ｓ Ｊ， Ｇｕｉｌｌａｕｍａｕｄ Ｎ， Ｌｏｉｓｅａｕ Ｐ， Ｌｏｕａｕｌｔ Ｆ， Ｍａｈｍｏｏｄ Ｓ， Ｎａｚａｒｅｔ Ｓ， Ｐｈｉｌｉｐｐｏｔ

Ｌ， Ｐｏｌｙ Ｆ， Ｐｒｏｓｓｅｒ Ｊ Ｉ， Ｌｅ Ｒｏｕｘ Ｘ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｒｅｇｉｍｅ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｎ⁃ｆｉｘｉｎｇ，

ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ａｎｄ ｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｇｒａｓｓｌａｎｄ ｓｏｉｌｓ． Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２００６， ８（６）： １００５⁃１０１６．

［２４］ 　 刘骁蒨， 涂仕华， 孙锡发， 辜运富， 张先琴， 张小平． 秸秆还田与施肥对稻田土壤微生物生物量及固氮菌群落结构的影响． 生态学报，

２０１３， ３３（１７）： ５２１０⁃５２１８．

［２５］ 　 王邵军， 阮宏华． 土壤生物对地上生物的反馈作用及其机制． 生物多样性， ２００８， １６（４）： ４０７⁃４１６．

［２６］ 　 Ｔｅｎｇ Ｑ Ｈ， Ｓｕｎ Ｂ， Ｆｕ Ｘ Ｒ， Ｌｉ Ｓ Ｐ， Ｃｕｉ Ｚ Ｌ， Ｃａｏ Ｈ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎｉｆＨ ｇｅｎｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ｒｅｄ ｓｏｉｌ ａｍｅｎｄｅｄ ｗｉｔｈ ｍａｎｕｒｅ ｉｎ Ｊｉａｎｇｘｉ， Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎａ． Ｔｈｅ

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２００９， ４７（２）： １３５⁃１４１．

［２７］ 　 郑棉海， 陈浩， 朱晓敏， 毛庆功， 莫江明． 矿质养分输入对森林生物固氮的影响． 生态学报， ２０１５， ３５（２４）： ７９４１⁃７９５４．

８ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　




